
!" 卷 # 期
$%%!年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-. $%%!

收稿日期：$%%%/!$/%0，修回日期：$%%!/%$/$%。

基金项目：国家自然科学基金重点项目（#1"01%$%）。

" 通讯作者。23)：04/&"!/##"%#5#；6-7：04/&"!/##"%#01；8/9-:)：;<=>7?9-:) * @>* >A * B=

水稻转座子突变体库的构建及突变类型的遗传分析
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摘 要 利用根癌农杆菌介导的遗传转化法，把玉米转座子 CB片段（合成转座酶）和 D;因子（转座序列）分别导入
粳稻品种中花 !!，获得了 5%%多个转化株系。有 4#个株系的转基因 2% 代植株或 2! 代植株出现了可见的形态变

异，包括抗病、白苗、黄苗、白条斑叶、有色秆、矮秆、匍匐茎、雄性不育、抽穗早、抽穗迟、多倍体等突变类型。对突变

性状的形态及分子生物学分析，有些突变类型可能与转座子插入有关。
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随着水稻基因组计划的顺利进行，基因组巨著

的问世，发现新基因或发现基因的新功能已成为功

能基因组学研究的最重要任务。突变体是研究功能

基因组的前提，任何基因的发现和定位都离不开突

变体，突变可以自发产生，也可以通过人工诱变产

生。但是自发突变的频率很低，而人工诱变可明显

提高变频率。尤其是插入突变、转座突变等生物学

方法进行的诱变近年来在分离与克隆基因方面取得

重大突破。把玉米的转座子引入水稻，构建水稻转

座子突变体库，通过转座子在染色体上的不断跳跃

来获得一系列的突变体，利用一个群体研究多个基

因的功能，对水稻基因组的研究有非常重要的意义。

日本学者 J:G(.<K: 8=(K:［!］、L>-M-［$］、E@:9-9(F(［#］等证
明玉米转座子 CB在水稻中的活性已超过 #代；N@:=
JO［5］、+-G-.-=- P［&］，Q-RR-3 O［4］和 J.<= S［"］等学者均
进行了有关研究，取得了一致的结果，表明 CBTD;在
水稻中的转座活性是不容质疑的。我们把玉米转座

子 CBTD;导入粳稻中花 !!，在转化株系 2% 或 2! 中

出现了一些突变体，初步的实验结果也表明，有些突

变可能与转座子插入有关。CBTD;的杂交种子正在
繁殖，转座子的再次切离或插入又会出现新的突变

性状。由此可见，通过转座子插入突变构建水稻突

变体库，进行功能基因组学研究是可行的。

! 材料与方法

!"! 材料
粳稻中花 !!（3*24+ &+/#5+ U* ;<V;W* A-W(=:B- *），质

粒 WD;X-G!#%%J"（含 D; 因子）和 WPXL2;（含 CB 片
段）（由中科院上海植物生理所提供），农杆菌菌株

8JC!%&由 Y3RR3G;(=博士提供。
!"# 农杆菌介导的水稻的遗传转化
利用本实验室优化的高效的农杆菌介导的水稻

遗传转化方法［0］，把玉米转座子 CB片段、D;因子分
别导入粳稻品种中花 !!，共获得了 $#个转 CB片段
的独立株系（!%1 株），#0" 个转 D;因子的独立株系
（&%%多株）。
!"$ 转基因植株的 %&’和 ()*+,-./检测
!"$"! 转基因植株 D+C 的提取：按卢扬江等［1］的
方法提取水稻叶片 D+C，取幼叶 &Z左右，在液氮冷
冻的条件下磨碎，加 $%9U经 4&[预热的抽提缓冲
液（ !%%99()TU 2G:;/JN) WJ0I%，$%99()TU 8D2C，
&%%99()TU +-N)，!I&\ EDE）预热 5%9:=，加入等体积
的氯仿T异戊醇（$5 ] !）于 4%GT9:=振荡 $%9:=，#&%%GT
9:=离心 !&9:=，取上清液，加 %I0倍体积的异丙醇，
钩出 D+C 沉淀。加 28 溶解，Q+C 酶消化，再用
#9()TU醋酸钠、!%%\冷乙醇纯化。制备的 D+C 样



品用于 !"#$%&’( )*"$$+(,和 -./分析。
!"#"$ 转基因植株的 -./扩增：引物 -0 12 3.3345
.4..633..3363.6 72，-8 12 .344636..434336 5
43.6 72，对转 39的植株进行 -./扩增（:1;<=>+(；
:=;<7?@，11;<7?@，A8;<0>+(，7? 个循环；A8;<0?>+(
延伸）。引物 -7 12 634633333.664.6643 53.65
64.6 72，-= 12 6346.34666.464446.464.6 72，用
于对转 B@ 的植株进行 -./ 扩增（:1;<=>+(；:1;<
7?@，1C;<7?@，A8;<0>+(，7? 个循环；A8;<0?>+( 延
伸）。反应体系均按 !D>)’""E等［0?］的方法加入，反应
体积为 81!F。扩增反应在 -G/HIJ GFKG/5:L??-./
仪上进行，扩增产物通过 ?MCN琼脂糖凝胶电泳检测。
!"#"# 转基因植株的 !"#$%&’( 检测：植株 BJ3 经
!"#/I限制酶完全酶解，或经 !"#/I与 $%&I双酶解，
?MCN琼脂糖凝胶 71O电压条件下电泳 01%，用毛细
管转移法将胶中的 BJ3 片段转移至尼龙膜上。
BJ3探针用直接核酸标记和检测系统 G.F（英国
3>&’@%D>公司生产）进行标记。然后把经 !"#$%&’(
转移的膜于含有 ?M1>"*<F JD.*和封闭试剂（1N）的
杂交液中预热，=8;预杂交 0%，再加入已标记好的
探针，=8;杂交过夜。杂交膜用洗液 0（#’&D 1>"*<F；
?M1 P !!.，QRAM?；?M=N !B!）于 =8;洗涤 8次，每次
0?>+(，再用 8 P !!.室温下洗涤 8次，每次 1>+(。将
等体积检测试剂 0（R8S8）和检测试剂 8（鲁米诺及增
强剂）混合，倒于膜上，反应 0>+(。T 光片上曝光

?M1 U 8%，常规方法冲片。
!"% 突变植株的形态分析
对转基因植株（4?）中出现的突变类型进行田间

观察和统计，对所有突变类型的植株进行套袋自交。

40 代按株系种植，目测发现突变株并做统计分析。

01A自交后代出现了矮秆变异植株（矮秆编号为
01AV，株高 =? U =19>，正常高秆为 01AB，株高为 0??
U 00?9>，见图 0 左），且高矮植株的比为 7 W 0，01AB
自交后代中有的株系全为高秆，有的株系又呈现明

显的 7高 W 0矮的分离，而 01AV的自交后代全为矮秆
变异植株，这一形态结果表明这一对相对性状由一

对等位基因控制。7C?) 的自交后代出现了雄性不
育植株（图 0右，不育株编号为 7C?!，正常可育植株
为 7C?X）；不育株上的穗子套袋自交不能结实，不套
袋的穗子上会有少量的几粒种子，估计是外来花粉

受精所至。初步检测表明该雄性不育为花粉败育，

目前正在寻找与败育相关的基因。

!"& 突变植株的 ’()*检测
对 01A和 7C?)进行 /3-B分析，按 Y!3法构建

基因池，目的是寻找与突变性状相关的标记。采用

!D(,"(公司生产的随机引物 !0 5!0??，!8?0 5!8L?，反应条
件为 :1;<=>+(；:=;<0>+(57L;<>+(5A8;<0>+(；71
个循环，A8;<0?>+(延伸。反应体系按 .*D’E K !［00］

的方法加入，反应体积为 81!F，扩增产物通过 0M=N
琼脂糖电泳检测。

图 0 转基因水稻的突变植株 7C?X、01AB：正常植株；7C?!：雄性不育植株；01AV：矮秆植株
X+,Z0 4’D(@,&(+9 ’+9& >#$D($ 7C?X，01AB：("’>D*；7C?!：>D*& @$&’+*&；01AV：V[D’\ >#$D($

$ 结果与分析

$"! +, 及 +! 植株的突变类型统计分析

质粒 QB@YD’07??R!除了含有 B@ 片段外，还有
YD’基因与之紧密连锁，因此，可通过植株对 YD@$D
的抗性检测来初步判断 B@ 的插入情况，对转基因
4? 植株的叶片涂 ?M0N YD@$D，结果表明 :=M=N的 4?

植株具 YD@$D 抗性。对 8A: 个 40 株系苗期喷洒

?M0N YD@$D，抗感出现分离，其中 8?0株系符合 7 W 0，

87株系符合 01 W0，11株系为其它类型。
4? 植株中发现了有色秆（0株）、白条斑（0株）、

矮秆（8株）、雄性不育（0 株）、多倍体（0 株）等突变
类型。考察了 7?8个 40 代株系，发现突变性状发生

明显分离的株系 L7个，约占观测总株系数的 80N。
分离出的突变体有抗纹枯病、育性差、雄性不育、抽

穗早、抽穗迟、高秆矮分离、匍匐茎、黄苗、有色秆、白

条斑叶等；其中不少呈典型的一对基因的分离模式。

在 4? 代出现的突变性状中，有一些则呈典型的显性
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基因的分离模式，例如转 !" 片段植株 #$%（参见表
&，’为显性性状，(为隐性性状，表中除显性矮秆变
异和幼苗期的统计之外，其它均为喷洒 )*+,*之后的
统计结果）。对有些突变性状的 -& 自交后代 -$ 的

统计分析表明，矮秆显性突变、矮杆隐性突变和黄苗

均能稳定遗传，且表现明显的 . / & 分离模式。这一
结果表明有些突变性状可能由单基因变异造成（分离

比符合 ./&）；而且个别性状（&株系矮秆 &012，&株系
雄性不育 .3%4）的形态表现与 )*+,*抗性共分离。

表 ! 突变类型的统计分析
"#$%& ! ’(#()*()+#% #,#%-*)* ./ 01(#,(*

56,*7, ,89:+ ;72:9:72:7, <=7:+ >:9*?*,=: ?*,=@ @A -&
B:7:?*,=@7

’C*?A *72 D@?: ,=<<:?+（’） & &%1/$#

’C*?A *72 7@?D*< ,=<<:?+（(） 0

’C*?A *72 A:C:? ,=A<<:?+（(） & #/$%

E@<@? 9<*7,（’） & .F/.

EG<@?@+=+（(） . &&/.1（@7: <=7:）

H*?<8 G:*2=7B（(） &. I/&%（@7: <=7:）

J*,: G:*2=7B（(） .

5*<: +,:?=<:（(） . &$/$I（@7: <=7:）

!<4=7@ +::2<=7B（(） &# ../&%%（@7: <=7:）

K:<<@C +::2<=7B（(） 3 &I/I%（@7: <=7:）

232 转基因植株的分子检测
LE(扩增结果表明，$.个转 !"片段的 -% 株系

中有 &# 个株系的 ’M! 可扩出 &NFO4 的片段（图
$!）；随机选 &%%个转 ’+的 -% 株系进行 LE(扩增，
结果表明凡具 )*+,*抗性的植株均可扩出 #%%49的
’+片段（图 $)）。对转 ’+的 -% 植株的 >@6,G:?7 4<@,P
,=7B检测表明，经 !"#(;单酶切后，可见到不同位点
的外源 ’M!的插入，有的为单位点插入，有的为多
位点插入（图 .!）；经 !"#(;和 $%&;双酶切后，可见
到完整的外源 ’M!片段的插入（图 .)），这些更进
一步证明转座子序列 ’+已插入整合到水稻的染色

体上，对转 ’+株系 -& 代中的某些突变植株的 >@6,GP
:?7 4<@,,=7B检测证明了转座子序列在水稻基因组内
可遗传给子代（图 .!，左起 .、I为 .3%Q、.3%>，0、F为
&01’、&012）。通过农杆菌介导的遗传转化法，转座
子序列在水稻染色体上多为单位点插入，与 -& 代植

株的 )*+,*抗性的分离比基本一致。
234 突变植株的 5678检测
选 &012（矮秆）和 &01’（高秆）各 0株，各取等量

叶片分别混合；选 .3%>（不育）和 .3%Q（可育）各 0
株，也取等量叶片分别混合；按卢扬江等［#］的方法提

取水稻叶片 ’M!。

图 $) 9’+)*?转化水稻植株的 LE(鉴定
Q=BR$) ;2:7,=A="*,=@7 @A 9<*+D=2 9’+)*? ,?*7+A@?D:2

?=": 9<*7,+ C=,G LE( *D9<=A="*,=@7
& S &$R -?*7+B:7=" ?=":；&.R ET；&IR L<*+D=2；

&0R&%%49 <*22:?

图 $! 9U);-+转化水稻植株的 LE(鉴定
Q=BR$! ;2:7,=A="*,=@7 @A 9<*+D=2 9U);-+ ,?*7+A@?D:2

?=": 9<*7,+ C=,G LE( *D9<=A="*,=@7
& S 1R -?*7+B:7=" ?=":；3 R ET；

#R L<*+D=2；&%R&O4 <*22:?

图 .!、) 转基因植株 ’M!的 >@6,G:?7杂交
Q=BR.!、) >@6,G:?7 4<@, *7*<8+=+ @A ,?*7+A@?D*7,+ ’M! *<<@C:2 ,@ G84?=2=V:2 C=,G

HEJ <*4:<:2 #%%49 ’+ A?*BD:7, @A 9’+)*? &.%%W!

!R’M! C*+ 2=B:+,:2 C=,G !"#(;R . R.3%Q；IR.3%>；0R&01’；FR&012；

)R’M! C+ 2=B:+,:2 C=,G !"#(; X $%&; R & S 1 R -?*7+B:7=" ?=": 9<*7,

%#$ 生 物 工 程 学 报 &1卷



!"#"$ !"# 矮秆变异植株的 $%&’ 检测：对 !() 个
随机引物进行 &*$扩增，主要寻找突变池（!"#+）与
正常池［*,池和 !"#’池］的差异，结果表明有 !-.
个引物能扩出产物，/! 个引物可扩出 0 条以上的
带，其中有 .个引物的扩增结果出现差异，且 0次重
复结果一致。1()的扩增产物中有一条 /")23的带
只在 *,和 !"#’中有，而 !"#+没有相应的产物；1(#
的扩增产物中有一条 .0)23的带只在 *,和 !"#’中
出现，而 !"#+没有相应的产物（图 -%，箭头所示）。

!"#"! 0/)2 雄性不育变异植株的 $%&’ 检测：对
!()个随机引物进行 &*$扩增，主要寻找雄性不育
池（0/)1）与正常池［包括 *,池和 0/)4池］的差异。
!()个随机引物中 !-" 个引物有扩增产物，5) 个引
物可扩出 0条以上的带，其中 1#5 的扩增产物中有
一条 "))23的带只存在于 0/)1，而 *,与 0/)4没有
相应的产物，1/!的扩增产物中有一条 .6)72的带只
存在于 *,与 0/)4，0/)1没有相应的产物（图 -8，箭
头所示），且 0次重复结果一致。

图 -%、8 转基因植株 ’9%的 $%&’检测
4:;<-%、8 $%&’ 3=>+?@AB >C A=DEB;FE:@ =:@F

%<! <!))23 GD++F=；.，"< *,；0，(< !"#’；-，#< !"#+

8<! <!))23 GD++F=；.，"，/，!!< *,；0，(，5，!.< 0/)4；-，#，!)，!0< 0/)1

# 讨 论
利用转座插入突变在分离内源植物（玉米、金鱼

草等）基因方面取得了很大成就［!. H !"］，分离异源植

物的基因也取得丰硕成果［!( H !5］。通过向水稻基因

组内引入玉米的转座子来诱发突变体，从而建立水

稻突变体库是一种行之有效的方法。首先，在转化

过程中，IJ’9%有可能插入到功能基因组中，引起表
型变异；第二，转 ’B植株与转 %@植株杂交的子代，
’B的不断跳跃又会导致新的变异，从而会得到更多
的突变体；第三，转基因过程中的组培阶段会导致许

多无性系变异，转座子的跳跃可能会使变异的性状

得到恢复；第四，转座插入突变比化学诱变和辐射诱

变容易回复；第五，一旦得到由转座子引起的突变，

便可以转座子序列为探针，钓出与突变有关的基因。

但是，利用转座子标签法分离基因，必须有足够

大的群体，目前国内外学者在这方面的研究没有突

破性进展，其主要原因就是获得的独立转化株系较

少。另外利用该技术克隆基因也有一定的局限性，

一是转座插入突变往往只涉及到单个基因，二是转

座插入突变引起的不可目测的生理生化变异往往被

忽略，因此提高对生理生化变异的分析，对研究水稻

的代谢机制具有重要意义。

致谢 中国水稻研究所庄杰云副研究员、郑康乐研

究员在分子生物学检测技术与方法方面给予指导与

帮助；%;=KL>公司叶天勋博士提供除草剂 8DBAD，谨
致谢意。
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!5.0期 朱正歌等：水稻转座子突变体库的构建及突变类型的遗传分析
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